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1Lyhenteet
CD45 valkosolujen pinta-atigeenien
luokitusjärjestelmän mukainen koodi
DA 1/12 hiiliatomin massa; Dalton
DNA deoksiribonukleiinihappo
Ex alkio, jonka ikä on laskettu päivissä
hedelmöityksestä; embryonic day
FITC fluoreskiini-isotiosyanaatti; fluorescin
isothiocyanate
GDNF hermojen säätelemä kudoksen aineenvaihdunnan
gliasoluperäinen hermokasvutekijä; glial cell
line-derived neurotrophic factor
GFAP gliasolujen happaman säieproteiinin vasta-aine;
glial fibrillary acidic protein
GFL GDNF:n kaltaiset kasvutekijät; GDNF-family
ligands
GPI glykosylfosfatidylinositoli-ankkuri;
glycosylfosfatidylinositol anchor
L1 gliasolujen adheesiomolekyyli, tunnetaan myös
nimellä CD171
2N-CAM hermosolu-adheesiomolekyyli; neural cell
adhesion molecule
NGF hermokasvutekijä; nerve growth factor
NKX eräs homeodomain transkriptiotekijä
NRP-2 neuropiliini-2
p75 75 kDA:n kokoinen proteiini; protein 75
PBS fosfaattipuskuroitusaliini; phosphate buffered
saline
PCR polymeraasi ketjureaktio; polymerase chain
reaction
PSA-NCAM polysialyoitu hermosolu-adheesiomolekyyli
(yksi N-CAM:n muoto); polysialyated neural
cell adhesion molecule
RET RET-tyrosiinikinaasi, rearranged during
transfection
SMA sileälihasaktiini; smooth muscle actin
TRITC rodamiinin johdannainen
Tuj-1 neuronaalisen ?–tubuliinin vasta-aine; neuronal
? III tubuline antibody
3VEGF verisuonten endoteelisolujen kasvutekijä;
vascular endothelial growth factor
VEGFR verisuonten endoteelisolujen kasvutekijän
reseptori; vascular endothelial growth factor
receptor
IGF-I insuliinin kaltainen kasvutekijä I; insulin-like
growth factor I
41 Johdanto
Syventävien opintojeni tutkimustyössä selvitin verisuonten endoteelisolujen
kasvutekijä C:n (Vascular endothelial growth factor C, VEGF-C) vaikutusta ihon ja
suolen hermokantasoluihin ja imukodoksen muodostumiseen suolessa. Lisäksi selvitin
tämän kasvutekijän vaikutuksia hemangioblasteihin, joista muodostuu veri- ja
imusuonten seinämän endoteelisoluja ja veren soluja. Nämä solut muodostavat myös
suolen imurauhastyyppisen kudoksen, ns. Peyerin levyt. Jos kyetään osoittamaan
VEGF-C:n vaikuttavan ihmisellä merkittävästi enterisen hermotuksen ja ihon
lymfaattisen kudoksen sekä hermojen kehitykseen, jatkotutkimuksissa voitaneen
kehittää tämän tiedon pohjalta hoitomuotoja näiden kudosten kehityshäiriöstä
kärsiville potilaille.
Enterinen eli suolen hermosto on autonomisen hermoston osa, joka esiintyy sekä
myenteerisenä (suolen pitkittäisen ja poikittaisen lihaskerroksen välissä) että
Meissnerin pleksuksena (mukoosan alla). Enterinen hermosto voi toimia ilman
signaaleja keskushermostosta, mutta autonominen hermosto kuitenkin säätelee sen
toimintaa, ja vastaavasti enterisestä hermostosta lähtee signaaleja keskushermostoon.
Yksi enterisen hermoston kehityshäiriöistä on Hirschsprungin tauti, joka johtuu
suoliston hermojen hermostopienasta tapahtuvan vaelluksen (Kuva 4.) tai solujen
erilaistumisen häiriöstä. Hirschsprungin taudissa ohut- ja paksusuolen alueella puuttuu
hermoganglioita. Tautia aiheuttavat muun muassa inaktivaatioon johtavat mutaatiot
RET -signaalimolekyylissä (1,2) ja sen gliasoluperäisen neurotrofisen tekijän (glial
5cell line-derived neurotrophic factor, GDNF) -ligandissa (3). Yliaktivaation johtavat
mutaatiot RET-signaalitiessä puolestaan voivat aiheuttaa alttiuden syövän
syntymiselle (3,4).
Geneettisessä hiirimallissa Vegf-c+/- -yksilöillä kaikkialla muualla elimistössä
lymfaattinen kudos regeneroituu sikiökauden jälkeen aikuisella eläimellä, vain ihosta
se jää puuttumaan, mutta syytä tähän ei tiedetä (5). Muualla siis joku toinen molekyyli
korvannee VEGF-C:n puutteen. Ihmisen ihosta on löydetty kantasoluja, joista saa
erilaistumaan mm. hermosoluja (6), mutta VEGF-C:n vaikutuksista näihin soluihin ei
ole  tietoa.  VEGF-C:n  vaikutusta  suolen  hermoston  kehitykseen  ei  ole  tutkittu.  RET-
reseptorin puutoksen on osoitettu johtavan, Peyerin levyjen (7, 8) puuttumiseen, mutta
VEGF-C:n merkitystä Peyerin levyjen muodostumiseen ei ole selvitetty.
Suoliston hermoja esiintyy myös ohutsuolen limakalvossa ja näitä hermoja tulee myös
Peyerin levyihin (9,7). Koska VEGF-C:llä on vaikutuksia hermojen ja täten myös
imukudoksen syntymiseen, on mielenkiintoista yhdistää nämä kaksi tutkimuslinjaa
toisiinsa.
Kuva 1. Pitkittäisleikeen toluidiinisini-värjäys Hirschsprung potilaan suolesta.
Oikealla puolella on normaalia kudosta ja hermoganglioita (nuolet).
Vasemmassa puoliskossa ei hermosoluja ole ollenkaan. Kuvassa suurennos on
150x. (10)
6Valitsimme VEGF-C ja Ret -geenit tutkimuksen kohteeksi, koska ne vaikuttavat
saman kudoksen kehitykseen mutta eri tapahtumaan. Yhdessä näiden molempien
puutos voi siis vaikuttaa laajemmin kuin vain toisen geenin inaktivaatio. Tämä
tarkoittaisi, että ne täydentävät toisiaan. Toisen puuttuessa toinen ohjaisi kehitystä
puuttuvan puolesta. Molempien puutos johtaisi vastaavasti suurempaan häiriöön kuin
voisi olettaa geenien yksittäisen puutoksen perusteella.
Tutkimusmenetelminä käytin ennen kaikkea vasta-aine värjäyksiä ja PCR- tekniikkaa.
Tätä tarkoitus varten valitsin muodostuvaa hermo- tai imukudoksia tunnistavia vasta-
aineita.
2 Kirjallisuuskatsaus
2.1 Suolen kehitys
Ruoansulatuselimistön epiteelirakenteet ovat endodermaalista alkuperää. Varhaista
endodermia kuroutuu sikiön sisään ja erilaistuu alkusuoleksi, joka on kolmiosainen.
Alkupään kidussuolesta muodostuu keuhko- ja maksasilmu, keskisuolen alue alkaa
maksasilmusta ja loppuu koolonin toiseen kolmannekseen, kun taas takasuoli käsittää
alueen koolonin loppukolmanneksesta kloaakkiin (Kuva 2.). Kidussuolen loppuosa ja
keskisuolen yläosa muodostavat duodenumin. Keskisuolesta kehittyvät myös
ohutsuoli ja valtaosa paksusuolta. (3)
7Kuva 2. Alkusuoli
muodostuu endodermista,
joka kuroutuu alkion
sisään. Yhteys
ruskuaispussiin keskisuolen
alueelta säilyy pitkään,
mutta lopulta kuitenkin
häviää. (3)
2.2 Kasvutekijät:
2.2.1. GFL-perhe
GDNF ja GDNF perheen ligandit (GDNF-family ligands, GFL) ovat TGF-?
kasvutekijäperhettä. Muita GFL -molekyylejä
ovat persefiini, artemiini ja neurturiini. Vaikka
niiden tehtävät eroavat toisistaan paljon, ovat ne
rakenteellisesti varsin samankaltaisia. Ne
tarttuvat RET-reseptoriin ja kullekin ligandille
ominaiseen glykosylfosfatidylinositoli-
akkuroituihin (GPI) GDNF-reseptori alfa
(GFR?) -apureseptoreihin (Kuva 3.). (11)
Kuva 3. GFL-perhe (11)
82.2.2. VEGF -perhe
Kasvutekijät ovat laaja, epäyhtenäinen proteiinien ryhmä, jolla on erilaisia vaikutuksia
elimistössä sekä sikiökehityksen aikana, aikuisessa eliössä, että erilaisissa taudeissa.
Tyypillisesti esimerkiksi kasvuhormoni aiheuttaa insuliinin kaltaisen kasvutekijä I:n
(insulin-like growth factor I; IGF-I) eritystä periferiassa. Veren IGF-I -
hormonipitoisuudesta vastaa pitkälti maksan eritys. Kasvutekijöitä sitovat
kohdekudoksessa solukalvon reseptorit, jotka välittävät näiden vaikutuksia soluissa.
IGF-I:n tapauksessa puhutaan endokriinisesta signaloinnista. Kuitenkin kudoksissa
paikallisesti vaikuttavat tekijät ovat myös vastuussa elinten kehitystä säätelevistä
spesifeistä mekanismeista. Nämä vaikuttavat pitkälti para- ja autokriinisesti. VEGF-
kasvutekijäperhe on yksi osa tätä laajaa molekyylien joukkoa.
VEGF-C on osa VEGF -kasvutekijäperhettä, johon kuuluvat lisäksi VEGF (tunnettu
myös nimellä VEGF-A), VEGF-B, VEGF-D ja istukan kasvuhormoni PLGF
(5,12,13). VEGF-C ja –D vaikuttavat imukudosten syntymiseen VEGFR-3 -reseptorin
välityksellä (12,14). VEGF-reseptorit ovat solukalvon lävistäviä kasvutekijöiden
tyrosiinikinaasireseptoreita (15,16). VEGF-C ja -D ovat VEGFR-3:n ainoat tunnetut
ligandit (5). Tämän lisäksi C- ja D-kasvutekijät aktivoivat VEGFR-2 -reseptoria
(13,15). VEGF-C on myös neuropiliini-2 (NRP-2) -reseptorin ligandi, ja oletettavasti
NRP-2 voi osallistua VEGFR-3:n säätelemään signaaliliikenteeseen alueilla, joissa
nämä molemmat reseptorit ilmenevät (17). NRP-2 on GPI-ankkuroitu
transmembraanireseptori, jolla ei ole omaa toisiolähettiä sytoplasmassa. Se toimii
samaan tapaan kuin GFR??-reseptorit signaloivien reseptorien, kuten VEGFR3:n
apureseptorina.
VEGF-C on imusuoniston kehitykseen tarvittava kasvutekijä (5). Häiriöt imusuonten
kehityksessä voivat johtaa kudosnesteen kertymiseen elimistöön, eli lymfedeemaan
(3). VEGF-C:ä tarvitaan myös sympaattisen hermorungon kehitykseen, sillä Vegf-c -
poistogeenisillä hiiren sikiöillä on vähentynyt määrä neuroneita sympaattisessa
hermorungossa, ja soluviljelyssä VEGF-C lisää sympaattisten hermosolujen
9esiasteiden (progenitorien) jakautumisnopeutta sekä eloonjääntiä (18).
Sikiökehityksen aikana VEGF-C ilmenee myös muiden hermostopienasta peräisin
olevien rakenteiden läheisyydessä. Hermostopienasta peräisin olevat solut
muodostavat myös sensoristen ja sympaattisten ganglioiden hermo- ja gliasolut sekä
Schwannin solut (19). Täten voidaan ajatella VEGF-C:n vaikuttavan muutenkin
hermoston kehitykseen. GDNF aktivoi RET:n ja aiheuttaa VEGF-C:n ilmentymisen
esimerkiksi hermostopienasta peräisin olevan pahanlaatuisen kasvaimen
neuroblastooman soluissa (18) ja oletettavasti muissakin soluissa on sama
signaalikaskadi.
2.3 Hermostopienaperäisten solujen vaellus ja Hirschsprungin tauti
Hermostopienan solut saavat alkunsa dorsaalisesta hermoputkesta ja vaeltaessaan
määränpäähänsä ne erilaistuvat moniksi eri solutyypeiksi esim. ääreishermoston
soluiksi ja melanosyyteiksi (20). Ihon melanosyyteiksi erilaistuvat solut ja
todennäköisesti myös ihon kantasolut (6) vaeltavat dorsolateraalista reittiä
dermomyotomin ja ektodermin välissä (21), kun taas suolen hermoston muodostavat
solut valitsevat ventrolateraalisen vaellusreitin (22). Neuroblastien erilaistumisen
hermosoluiksi ja hermotukisoluiksi aiheuttavat vaellusreitillä olevat suolen
mesenkymaaliset solut (3). Kuvassa 4 on esitetty perifeeristä hermostoa muodostavien
hermostopienaperäisten solujen vaellus.
Enteriset gangliot muodostavat kaksi toisiinsa yhteydessä olevaa hermopunosta.
Toinen on pitkittäisen ja poikittaisen lihaskerroksen välissä, sisempi puolestaan
submukoosassa (23). RET –reseptorityrosiinikinaasin yksi ligandi on GDNF. Tämä
viestipolku säätelee hermosolujen esiasteiden vaellusta hermostopienan yläosasta
alkusuoleen. Häiriöt tässä viestijärjestelmässä saattavat johtaa Hirschsprungin tautiin,
joka ilmenee suolen gangliosolujen puutoksena. Hirschprungin tauti on
malliesimerkki taudista, jossa useat eri geenivirheet johtavat samaan sairauteen (24).
Hirschsprungin taudin ilmenemisen todennäköisyyttä lisäävät huomattavasti Ret-
geenin intronijaksoissa tapahtuneet mutaatiot (25). (3)
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Enterinen
hermosto
Preaortinen
ganglio
Kehittyvä
lisämunuainen
Urogenitaali-
harjanne
Sympaattinen
ganglio
Dorsaalinen
ganglio
Geeni Proteiini
RET reseptori
GDNF RET:n ligandi
EdnB reseptori
Endoteliini-3 EdnB:n ligandi
Endoteliinia entsyymi
konvertoiva entsyymi-1
SOX-10 transkriptiotekijä
Taulukko 1. Geenejä, joiden mutaatiot aiheuttavat Hirschsprungin tautia (24)
Kuva 4. Hermostopienaperäisten perifeeristä hermostoa muodostavien
hermosolujen vaellus, muokattu alkuperäisestä kuvasta (26)
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2.4 Imukudoksen syntyminen
Imukudoksen syntymiselle on kaksi teoriaa. Toisen mukaan ne syntyvät verisuonen
endoteelisoluista alkaessaan reagoida imusolulinjalle johtaviin signaaleihin, kun taas
toisen mukaan imukudoslinja syntyy mesenkyymissä kantasoluista ja vasta
myöhemmässä kehitysvaiheessa syntyisi imu- ja verisuonten välinen yhteys. Totuus
lienee jossain näiden teorioiden välimaastossa. (27,28)
Peyerin levyt koostuvat imukeräsistä ja sijaitsevat ohutsuolen seinämässä, mutta
niiden kehityksestä ja siihen vaikuttavista molekyyleistä ei ole toistaiseksi tarkkaa
tietoa. Artemiinin ja RET -reseptorin puutoksen on kuitenkin osoitettu johtavan sekä
suolen hermojen (1), että Peyerin levyjen (8) puuttumiseen.
Tutkimushypoteesinamme oli, että VEGF-C:llä olisi samankaltaisia vaikutuksia.
Ihon lymfaattisen kudoksen kehityshäiriöt johtavat lymfedemaan, jos puutteellisella
imusuonistolla ei ole riittävää kapasiteettia poistaa ylimääräistä nestettä kudoksista.
Lymfedemasta on useita eri vaikeusasteita imusuoniston puutoksen laajuuden
mukaan. Täydellinen imusuoniston puutos johtaa vaikeaan turvotukseen.
Lymfedemassa kudoksiin kertyy proteiinipitoista nestettä ja imusuonet laajenevat
johtaen krooniseen inflammaatioon, nesteen kertymisen lisääntymiseen sekä rasvan
kertymiseen kudokseen. Kliinisissä tutkimuksissa ei kuitenkaan ole vielä kokeiltu
lymfangiogeenisten tekijöiden vaikutusta lymfedemalääkkeenä. (12,28)
Hiirillä on osoitettu VEGF-C terapian edistävän toimivan lymfaattisen kudoksen
kasvua Chy-geenivirhetyypillä. Tämän hiirilinjan hiirillä imunestettä kertyy
vatsaonteloon ja raajat ovat turvonneita. (17) Lisäksi imusuonien poiston jälkeen
VEGF-C ja –D geeniterapia edistää imusuonten uudistumista ja kypsymistä kuten
myös imusolmukesiirrännäisten liittymistä imusuonistoon. Mikä tärkeintä, nämä
imusolmukkeet pysäyttävät imusuonia pitkin liikkuvat syöpäsolut. (29)
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2.5 Hermosoluja muodostavat solut
Varhaisen alkion 8-soluvaiheen totipotenteilla soluilla on kyky tuottaa mitä vain
alkion soluja sekä alkioperäiset istukan rakenteet ja sikiökalvot. Alkion kantasolut
(embryonic stem cells, ES-cells), jotka syntyvät sisäsolumassasta blastokystivaiheen
aikana, voivat muodostaa mitä tahansa sikiön kudoksia, mutta eivät sikiön
ulkopuolisia rakenteita kuten totipotentit solut. Aikuisen ihmisen kudoksista
löydetyillä kantasoluilla on puolestaan vaihteleva kyky tuottaa elimistön soluja.
Hermosolujen kantasoluista saadaan luonnollisesti tuotettua hermosoluja, mutta
aivoista otetuista hermokantasoluista on saatu tuotettua myös verta muodostavia
soluja tai lihassoluja (30) ja ihosta eristetyistä kantasoluista on saatu vastaavasti
tuotettua hermosoluja (6).
Hiirellä on osoitettu, että ihon karvatupessa ja viiksien tupen nystyssä on
hermostopienasta peräisin olevia soluja. Nämä solut ilmestyvät raskauden
keskivaiheilla ja säilyvät aikuisuuteen asti. Lisäksi on osoitettu karvatupesta löytyvän
monikykyisiä kantasoluja (SKP-soluja), joista saadaan erilaistumaan hermosoluja ja
sileälihaksen soluja. Ne säilyvät hengissä keskushermostotyyppisessä ympäristössä ja
ilmentävät hermokantasoluille tyypillistä merkkiainetta, nestiiniä. (31,32)
2.6 Antigeenien tunnistaminen vasta-aineilla
Kaupallisesti saatavissa olevista vasta-aineista (Kuva 5.) osa on mono- ja osa
polyklonaalisia. Monoklonaaliset vasta-aineet tuotetaan yhdessä, usein hiirestä
peräisin olevasta hybridi B-lymfosyyttikloonissa. Tämä solulinja on tehty
yhdistämällä haluttua antigeeniä tuottava B-lymfosyytti ja B-solusyöpäkasvaimesta
saatu pitkäikäinen B-solu. Monoklonaalisten vasta-aineiden etu on niiden valikoivuus:
niitä voidaan valmistaa tunnistamaan vain pieni rakenneosa (epitooppi) tietystä
molekyylistä. Polyklonaaliset vasta-aineet puolestaan tuotetaan usein kanissa useissa
eri B-lymfosyyteissä ja ne tunnistavat monia eri rakenteita halutussa valkuaisaineessa.
(30,33)
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Kuva 5. Vasta-aineen sitoutuminen reseptoriin sekä kakkosvasta-aineen
sitoutuminen ykkösvasta-aineeseen ja entsyymireaktio (usein käytössä vain
kohdat 1-4, jolloin kakkosvasta-aineeseen liitetty fluorokromi), muokattu
alkuperäisestä kuvasta (33)
3 Aineisto
3.1 Hiiret
Tärkein käyttämäni aineisto on tutkimusryhmällä jo valmiina olevat hiirilinjat. Käytin
tutkimuksessani kolmea geenimuunneltua hiirilinjaa, ja lisäksi tein samoja
verrokkikokeita villityypin hiirillä. Yhdeltä geenimuunnelluista hiirilinjoista puuttui
Vegf-c -geeni, toiselta Ret -geeni ja lisäksi näitä linjoja risteytettiin. Vegf-c -geeni on
korvattu Lac-Z –geenillä (ns. knock-in mutaatio) (5). Lac-Z -geenin tuottama ?-
galaktosidaasi entsyymi hajottaa laktoosia galaktoosiksi ja glukoosiksi, joten sen
ilmentymistä voidaan tutkia sikiöistä todentamalla näitä hajotustuotteita
histokemiallisilla menetelmillä. Kuva 6. on ?-galaktosidaasi värjätystä alkiosta.
Solun pinnan antigeenit
Sidotaan epäspesifisellä
proteiinilla miehittämättömät
kohdat
Annetaan reagoida ykkös-
vasta-aineen kanssa, joka
sitoutuu antigeeniin
Annetaan reagoida enstyymi-
antigeeni –kompleksin kanssa,
joka sitoutuu ykkösvasta-aineeseen
Lisätään
substraatti
Värillisen tuotteen muodos-
tuminen osoittaa  halutun
antigeenin ilmentymisen
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Sikiöiden joukossa oli villityypin alkioita, Vegf-c –heterotsygootteja (c+/-), Vegf-c –
homotsygootteja (c-/-) Ret–heterotsygootteja (Ret +/-), Ret –homotsygootteja
(Ret-/-) sekä näiden yhdistelmiä. Ret-muuntogeeninen kanta on C57BL/6
-hiirikannasta tuotettu eli se on sisäsiittoinen, kun taas VEGF-C -muuntogeeninen
hiirilinja on kahden eri ulkosiittoisen linjan risteytys (ns. hybridikanta). Laboratoriolla
on lain edellyttämät eläinkoeluvat käyttämilleni hiirilinjoille.
Kuva 6. ?-galaktosidaasivärjäys
LacZ-vegf-c-/- -hiirialkiosta
Kun hiirinaaraitten hedelmöityksestä oli kulunut 12 - 15 päivää, embryot kerättiin
talteen putkeen, jossa oli fosfaattipuskuroitua saliinia (PBS). Lisäksi olen tehnyt
joitakin värjäyksiä E16 villityypin hiirillä. Laboratoriossa sikiöistä preparoitiin
neuloilla, pinseteillä ja saksilla iho joko kokonaan irti tai sitten otettiin paloja ihosta.
Lisäksi leikkasin suolesta irti paloja. Embryoista preparoitiin neuloilla myös pieni
näyte genotyypin selvittämistä varten (4.2 Kudosten preparointi ja hiirten genotyypin
selvitys s. 15).
Tutkimukset tehtiin tässä kehitysvaiheessa, koska Vegf-c –homotsygoottisikiöille
muodostuu kudosturvotus ja puolet niistä kuolee E15-17 in utero, ja loputkin
menehtyvät ennen syntymää. Heterotsygootit sen sijaan ovat elinkykyisiä. (5)
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4 Menetelmät
4.1 Tutkimuksen laatu
Tutkimukseni oli mitä suurimmassa määrin kokeellinen ja kvantitatiivinen tutkimus,
sillä siinä selvitettiin eroja suolen ja ihon kehityksessä eri hiirilinjoissa. Koesarjaan ei
liittynyt kliinisissä tutkimuksissa käytettävää potilasaineistoa.
4.2 Kudosten preparointi ja hiirten genotyypin selvitys
Kun hiirinaaraat oli lopetettu hiilidioksidilla, otettiin kohduista sikiöt  Dulbeccon
PBS:a (Hyclone) sisältävään putkeen, joka laitettiin jäitä täynnä olevaan astiaan.
Sieltä sikiöt otettiin yksi kerrallaan bakteeriviljelymaljalle jossa niiltä preparoitiin
näytepala irti stereomikroskopoiden (CK40 Olympus). Näytepalasta eristettiin
DNA:ta asettamalla neuloilla leikkaamani kudospala hajottavia entsyymejä
sisältävään liuokseen. Tämän jälkeen liuoksesta erotettiin DNA sentrifugoimalla.
Eristetystä DNA:sta sikiön genotyyppi selvitettiin Polymerase Chain Reaction (PCR)-
(30) ja agaroosigeelielektroforeesi -tekniikalla (30). PCR:n avulla DNA:ta
monistetaan, jotta sen emäsjärjestyksen analysointi olisi helpompaa. Alukkeina käytin
VEGF-C suhteen muuntogeenisten hiirten selvittämiseen VEGF-C ja villityyppi
eteenpäin 5’-TCC GGT TTC CTG TGA GGC-3’, VEGF-C poistogeeninen taaksepäin
5’-AAG TTG GGT AAC GCC AGG-3’ ja villityyppi taaksepäin 5’-TGA CCT CGC
CCC CGT C-3’. Ret-hiirten poikueista villityypin sikiöiden genotyypin selvittämiseen
käytin alukkeita villityyppi taaksepäin (P2) 5’-CTC AGG AAC ACT GGC TAC CAT
G-3’ja eteenpäin (P1) 5’-TGG GAG AAG GCG AGT TTG GAA A-3’ sekä Ret-
mutanttien selvitykseen alukkeita Ret eteenpäin (P3) 5’-AGA GGC TAT TCG GCT
ATG ACT G-3’ ja Ret taaksepäin (P4) 5’-CCT GAT CGA CAA GAC CGG CTT C-
3’. Vegf-c/Ret -embryoiden genotyypin selvittämiseen käytin vastaavasti kaikkia
edellä mainittuja alukkeita.
Lisäksi kehittyvä suoli ja iho otettiin joko kokonaan pois, tai sitten niistä irrotettiin
paloja. Osassa näytteitä jätettiin myös suolilievettä suoleen kiinni, jotta voitaisiin
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nähdä mitä molekyylejä ja rakenteita siellä esiintyi. Kudokset siirrettiin
soluviljelymaljalle. Kokonaan irrotettu iho ja suoli kiinnitettiin maljalle valettuun
geeliin perhosneuloilla. Geeli on Sylgard 184 Silicone Elastomer (Dow Corning,
USA). Osasta näytteistä irrotin myös mahalaukun ja ruokatorven, jotta voisimme
tarkastella niissä näkyviä solupopulaatioita. Suolen ja ihon palat laitettiin filtterin
päälle eli käytettiin niin sanottua Trowell-kudosviljelymenetelmää. Sekä kokonaan
irrotettujen ihojen, että kudospalojen päälle laitettiin kantasolumediaa. Tämä on tehty
lisäämällä Dulbeccon elatusnesteeseen (Dulbecco’s Modified Eagle’s Media, D-
MEM, D7777 Sigma) mikrobikontaminaatiota ehkäisevää penisilliinin ja
streptomysiinin sekoitusta (PenStrep, kumpaakin 50ng/ml 15070-063 Gibco, Iso-
Britannia), hermokantasolujen kasvutekijöitä (FGF, 40ng/ml, F0291 Sigma ja EGF,
20 ng/ml, E9644 Sigma), glutamiinia (Glutamax I, 35050-038) sieniä tuhoavaa seosta
(Amphotericin B Fungizone, 1µg/ml, ELM0009D Eurolone, Iso-Britannia) ja
ravintoaineseoksia (F12, N4888 Sigma ja B27, 17504-010 Gibco).
Kudoksia kasvatettiin vuorokausi inkubaattorissa (Heraeus HERACell, Kendro USA),
jonka lämpötila oli 37?C ja hiilidioksidipitoisuus 5%. Seuraavaksi solut fiksoitiin ja
permeabilisoitiin upottamalla ne -20?C:een metanoliin. Metanolikäsittelyssä solu
kuolee ja kovettuu sekä siihen muodostuu reikiä, jolloin vasta-aineet tarttuvat solun
sisällä oleviin proteiineihin helpommin. Tutkimuksissa käytettiin pelkästään
metanolifiksausta.
Lisäksi valoin vasta-aineilla käsiteltyjä näytteitä agaroosigeeliin, jonka jälkeen siitä
leikattiin 30-60 ?m leikkeitä Vibratomilla (Leica VT1000S). Leike asetettiin
näytelasille, jonka jälkeen sitä voitiin tarkastella mikroskoopilla.
Käytin myös parafiinileike-menetelmää. Näytteet oli ensin dehydroitu nousevassa
alkoholisarjassa ja valettu sitten parafiiniin. Minä puolestani poistin parafiinin
xyleenillä ja rehydroin näytteet laskevassa alkoholisarjassa. Tämän jälkeen oli
vuorossa käsittely vasikan seerumilla epäspesifisen värjäytymisen välttämiseksi ja
lopuksi vasta-aine värjäys.
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4.3 Immunohistokemia
Kudosten vasta-ainevärjäyksessä liitetään ensin ykkösvasta-aine, joka tarttuu
haluttuun proteiiniin solukalvolla tai solussa (kts. Kuva 5). Etenkin jos halutaan
tarkastella solun sisällä olevia proteiineja, täytyy solukalvoon tehdä reikiä
permeabilisoivilla aineilla. Otin villityypin E16 ihon irti ja kiinnitin sen
perhosneuloilla petrimaljalle valettuun geeliin. Tämän jälkeen näytteet fiksoitiin
ennen vasta-ainekäsittelyä 4% paraformaldehydi (PFA) -liuoksella. Laitoin
värjäysseokseen permeabilisointia varten Triton-X 100:aa 0,3%. Triton-X on
detergentti, eli se emäksisyytensä takia muodostaa solukalvoon reikiä. Lisäksi osa
näytteistä blokattiin vasikan seerumilla, jolloin estetään vasta-aineen epäspesifistä
sitoutumista kudokseen. Ykkösvasta-aine -käsittelyn jälkeen soluviljelmät pestään
PBS:llä useita kertoja, jonka jälkeen lisätään kakkosvasta-aine. Tämä konjugoituu
ykkösvasta-aineen immunoglobuliinien kanssa. Kakkosvasta-aineeseen on liitetty
fluorokromi, joka emittoi valoa sille ominaisella aallonpituudella UV-valossa
mikroskoopilla. Käyttämäni kakkosvasta-aineiden fluorokromit ovat TRITC
(rodamiinin johdanainen) ja FITC (fluoresiinin johdannainen). Kakkosvasta-aine
käsittelyn jälkeen viljelmät pestään jälleen hyvin PBS:llä, jotta ylimääräinen vasta-
aine huuhtoutuisi pois, eikä aiheuttaisi taustavärjäytymistä.
Ykkösvasta-aineena olen käyttänyt hiiren monoklonaalista neuronaaliluokan III ß-
tubuliinin vasta-ainetta (Tuj-1) (laimennussuhde 1:400; valmistaja BAbCo), kanin
polyklonaalista anti-tyrosiinihydroksylaasia (TH) (1:250; Chemicon), rotan
monoklonaalista CD31 (PECAM-1) vasta-ainetta (1:200; BD Pharmingen), kanin
polyklonaalista vasta-ainetta Snail:lle (1:200; AbCam), kanin polyklonaalista
ekstrasellulaarista vasta-ainetta p75:lle (1:600; Boehringer Mannheim GmbH), kanin
tyrosiini hydroksylaasin polyklonaalista vasta-ainetta (1:300; Chemicon) hiiren
GFAP:n monoklonaalista vasta-ainetta (3:500; Chemicon), kanin LYVE-1:n
polyklonaalista vasta-ainetta (1:200; prof. Kari Alitalolta, Helsingin Yliopisto) ja
hiiren monoklonaalista pan-sytokeratiinin vasta-ainetta (1:300; Chemicon).
Kakkosvasta-aineina oli kuhunkin ykkösvasta-aineeseen spesifi fluoresoiva väriaine.
Käyttämiäni kakkosvasta-aineita olivat kanin vasta-aine FITC (1:250; Jackson
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ImmunoResearch), rotan vasta-aine TRITC (1:500; Molecular Probes), hiiren vasta-
aine TRITC (1:30 000; Molecular Probes) ja hiiren vasta-aine FITC (1:250; Molecular
Probes). Lisäksi käytin hamsterissa valmistettua CD11c-spesifistä vasta-ainetta, joka
oli valmiiksi konjugoitu Alexa Fluor® 647:lla (1:50; AbD Serotec).
Tuj- ja Snail-vasta-aineilla saadaan esiin hermosolujen esiasteita, mutta Tuj:lla
kuitenkin myöhemmässä vaiheessa olevia kuin Snail:lla. Tyrosiinihydroksylaasia
(TH) on sympaattisessa hermostossa, joten sen vasta-aineella saa selvitettyä tuleeko
suoliin sympaattisten hermojen aksoneita. PECAM tarttuu CD-31:een, joka ilmenee
endoteelisolujen pinnalla. Pan-sytokeratiinin vasta-aine tarttuu solujen tukirankaa
muodostavaan välikokoiseen filamenttiin sytokeratiiniin. Sytokeratiinia esiintyy
etenkin epiteelisoluissa. p75-vasta-aine puolestaan kiinnittyy hermokasvutekijä, nerve
growth factor (NGF), -reseptoriin ja täten värjää hermoja. LYVE-vasta-aine värjää
lymfaattisia endoteelisoluja ja GFAP:n vasta-aine tunnistaa gliasolujen happamaa
säieproteiinia.
Parafiinileikkeissä käyttämäni vasta-aineet olivat hiiren monoklonaalinen vasta-aine
sileän lihaksen ?-aktiinille (Smooth mucle ?-actin, SMA) (1:10; Boehringer
Mannheim GmbH), kanin vasta-aine mikrovillusrakenteille (brush border; BB)
(1:2000; lahja Aaro Miettiseltä, Helsingin yliopisto), kanin polyklonaalinen vasta-aine
N-CAM:lle (1:100; Chemicon), hiiren monoklonaalinen vasta-aine L1:lle (1:100;
Transduction Laboratories), hiiren monolkonaalinen vasta-aine CD45:lle (1:100;
Pharmingen), kanin polyklonaalinen vasta-aine p75 ekstrasellulaarisille rakenteille
(1:400; Boehringer Mannheim GmbH), hiiren monoklonaalinen vasta-aine PSA-
NCAM:lle (1:300; Chemicon), hiiren monoklonaalinen vasta-aine NKX:lle (1:100;
DSHB) sekä hiiren monoklonaalinen vasta-aine neurofilamentille (1:100; DSHB). BB
värjää ohutsuolen enterosyyttisolujen mikrovillusten muodostamaa sukasaumaa, SMA
puolestaan sileän lihaskudoksen aktiinisäikeitä, N-CAM:a esiintyy hermosoluissa,
kuten myös L1:ä, neurofilamentti on hermosoluille tyypillinen välikokoinen säie,
CD45 endoteelisoluille spesifinen molekyyli, PSA-NCAM:a esiintyy hermosoluissa ja
NKX on homeoottinen proteiini, jonka vasta-aine tarttuu kehittyvän suolen
endodermiin.
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vasta-aine kohde
BrushBorder mikrovillusten sukasauma
CD45 endoteelisolut
L1 hermosolut
Lyve Lymfaattinen endoteeli
N-CAM hermosolut
Neurofilamentti
hermosolujen välikokoinen
säie
NKX suolen endodermi
p75 NGF-reseptori hermoissa
pan
sytokeratiini Epiteelisolujen sytokeratiini
Pecam-1
CD31, endoteelisolujen
pintaproteiini
PSA-NCAM hermosolut
SMA lihaksen aktiinisäikeet
Snail hermosolujen esiaste
TH sympaattinen hermorunko
Tuj hermosolujen esiaste
Taulukko 2. Tutkimuksessa käytetyt vasta-aineet
4.4 Kuvantaminen
Värjäysten jälkeen filtterit siirrettiin objektilasille. Kudos kiinnitettiin lasiin
laittamalla sen päälle tippa kiinnitystainetta; Immumount (Thermo electron
corporation) tai Vectashield (Mounting Medium with Dapi; Vector laboratories, Inc.)
-valmistetta. Tämän jälkeen asetin näytelasin päälle peitinlasin.
Kuvat näytteistä on otettu Zeiss AxioCam fluoresenssimikroskoopilla. Kuvia on
muokattu Adobe PhotoShop -ohjelmalla laittamalla kaksi kuvaa päällekkäin ja
muuttamalla ainoastaan kirkkautta sekä kontrastia.
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5 Tulokset
5.1 Endoteeli- ja hermosolujen vasta-ainevärjäykset iholla
E16 hiiren ihopreparaatit värjäsin Snail ja PECAM-1 -vasta-aineilla. Näissä
ihovärjäyksissä näkyi lähinnä taustaa ja värjäytymistä, joka tulkittiin epäspesifiseksi.
Ilmeisesti tämän ikäisen sikiön ihossa ei ole molekyylejä, joita nämä vasta-aineet
tunnistavat. PECAM-1 vasta-aineella tosin on saatu värjättyä aiemmissa tutkimuksissa
lymfaattisia endoteelisoluja sekä verisuonen endoteelisoluja (5). Kyseessä saattaa siis
olla myös tekninen ongelma vasta-ainevärjäyksessä ja sen toteutuksessa.
5.2 Ret-mutanttien sikiöiden ihossa karvatuppien määrä on vähentynyt
p75-vasta-ainetta on aiemmin käytetty hermostopienaperäisten solujen vaelluksen
tutkimisessa, mutta ei tiettävästi hiiren ihon tarkastelussa tai sellaisissa ohutsuolen
näytteissä, joita tässä tutkimuksessa käytettiin (34). Käytin Ret-homogeenisen ja Ret-
heterogeenisen ja villityypin E15 suolen ja ihon pan-sytokeratiini- ja p75-
värjäyksessä. Suolinäyte oli ohutsuolta mahdollisimman keskiosasta suolta ja ihonäyte
selkäpuolen ihoa niskan alapuolelta. Pan-sytokeratiinia käytettiin epiteelisolujen
tunnistukseen. Pan-sytokeratiini värjäys ei onnistunut kovin hyvin, mutta p75-
värjäykset olivat varsin onnistuneita. Tämä vasta-aine värjäys ei kuitenkaan tuonut
lisätietoa Tuj-värjäyksiin nähden (Kuvapaneelit 5 ja 6), joten en liittänyt niitä tähän
tutkielmaan.
Ihossa p75-vasta-aineella saatiin hyvin näkyviin karvatupet (Kuvapaneeli 1). Ret-
homogeenisten hiirten ihonäytteissä karvatupet eivät selvästi erottuneet. Muissa
genotyypeissä ei ollut havaittavia eroja karvatuppien määrässä verrattuna villityypin
näytteeseen.
Ret-homotsygootin p75-värjäyksessä näkyi suolessa myös jyväsmäistä rakennetta –
mutta tämä saattaa olla myös apoptoosiin menossa olevien solujen hajoamistuotetta.
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Vastaavissa värjäyksissä Vegf-c -poistogeenisen linjan hiirissä ei näitä rakenteita
nähty. Tuloksista ei ole kuvia liitteenä.
5.3 Enterinen hermotus Ret- ja Vegf-c poistogeenisissä hiirissä
Kokeilin ensin eri vasta-aineiden soveltuvuutta E14-suolen värjäämiseen villityypin
hiirissä (Kuvapaneelit 2, 3 ja 4). Tarkoituksena oli selvittää vasta-aineiden toimivuus
ko. näytteissä ja lisäksi ilmeneekö suolessa näiden vasta-aineiden tunnistamia
antigeenejä. Tuj-, tyrosiinihydroksylaasi- ja p75 –vasta-aineet tunnistivat kaikki
suolen hermostoa (Kuvapaneelit 4 ja 7). Emme kuitenkaan tehneet kokeita eri
genotyypin omaavilla hiirillä. GFAP värjäsi todennäköisesti gliaperäisiä soluja,
LYVE puolestaan ei tunnistanut suolen pinnassa lymfaattisilta endoteelisoluilta
vaikuttavia rakenteita, mutta tunnisti melko suuria yksittäisiä soluja, joissa oli
filopodia-tyyppisiä rakenteita. PECAM-vasta-aineella saatiin näkyviin suolen
endoteelisolukko (Kuvapaneeli 3). Snail -vasta-aine värjäys ei antanut onnistunutta
tulosta, kuten ei CD11c:n vasta-ainekaan.
5.4 CD11c:n vasta-aine ei tunnistanut Peyerin levyjä E15 suolessa
Näiden värjäysten jälkeen päätin selvittää, onko käytettävissäni olevilla hiirilinjoilla
eroa Peyerin levyjen muodostuksessa ohutsuolessa. Värjäsin E15 homo- ja
heterotsygoottien Ret-linjan hiirten, Vegf-c -hiirten, sekä villityypin hiirten ihoa ja
suolta. Nämä näytteet preparoitiin kuten aiemmin on kuvattu (kts s. 15). Koska
normaalien Peyerin levyen muodostus vaatii CD11c positiivisten solujen läsnäoloa
(8), tutkin Peyerin levyjen muodostusta värjäämällä näitä suolen paloja CD11c:n
vasta-aineella. Tätä vasta-ainetta emme kuitenkaan saaneet toimimaan näytteillämme.
Tosin aiemmin kyseisellä vasta-aineella on saatu Peyerin levyt näkyviin (8).
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5.5 Immunohistokemia paraffiinileikkeillä
Kokeilin eri vasta-aineiden soveltuvuutta E13 alkioista tehtyihin paraffiinileikkeisiin.
p75 toimi näissä leikkeissä varsin hyvin, mutta muut kokeilemani vasta-aineet (SMA,
Brush border, N-CAM, L1, neurofilamentti, CD45, PSA-NCAM sekä NKX) eivät
toimineet.
5.6 Vegf-c ja Ret-haploinsufisienssi vähentää hermosolujen määrää
suolistossa
Totesimme Tuj-värjäyksissä, että Vegf-c - ja Ret-heterotsygoottisista hiiristä otetuissa
suolinäytteissä oli vähemmän neuroneita sekä neuroneita, joilla ei näyttänyt olevan
lainkaan soomaosaa. Lisäksi Ret-/- hiirten suolissa ei ollut lainkaan enterisiä
hermosoluja, kuten aikaisemminkin on havaittu (1). Seuraavaksi laskin jejunumissa ja
koolonissa hermosolujen määrän eri genotyypeillä. Ensin tein kustakin suolesta
panoraamakuvan yhdistelemällä peräkkäiset kuvat koko suolen käsittäväksi kuvaksi.
Tämän jälkeen valitsin kustakin suolesta saman kohdan mistä laskin solumäärät.
Kuvapaneeleissa 5 ja 6 on kuvat hiirten suolista. Kuvasta 7. käy ilmi mistä suolen
alueista laskin solumääriä.
Kuva 7. Kuva on koottu erillisistä kuvista. Äärimmäisenä oikealla näkyy
mahalaukku (M) ja vasemmalla näkyy umpisuolen, ohutsuolen ja koolonin
risteyskohta (*). Neliöt osoittavat mistä osista suolta solumäärät on laskettu.
Vasemman puoleinen on koolonin alusta ja oikea jejunumista.
* M
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Tuj-vasta-aineella värjätyistä suolinäytteistä tein myös poikkileikkeitä Vibratomilla
(Kuvapaneeli 7).
Silmämääräisesti eri suolen osissa ei havaittu selviä eroja eri genotyyppien välillä,
(lukuun ottamatta Ret-homotsygoottia), joten laskin solumääriä suolen eri osissa eri
genotyypin sikiöistä. Tuloksista (Kuvaajat 1 ja 2) ilmenee, että sekä RET-
heterotsygooteilla, että Vegf-c –heterotsygooteilla on vähemmän neuroneita
koolonissa sekä jejunumissa verrattuna villityypin hiiristä otettuihin näytteisiin.
Lisäksi hiirellä, joka ei ilmentänyt ollenkaan Ret-geeniä, ei ollut hermosoluja missään
kohdassa suolistoa. Vegf-c -homotsygootilla sitä vastoin oli hermosoluja kutakuinkin
yhtä paljon kuin heterotsygooteissa hiirissä. Eri suolen alueiden kesken ei sen sijaan
ollut mainittavia eroja. Soluja on laskettu kustakin näytetyypistä kolmesta eri
näytteestä kolmesta eri kohtaa jejunumin ja koolonin alueilta 100?m kertaa 100?m
(eli 10 000 ?m²:n) kokoiselta alueelta (kts. Kuva 7.).
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Kuvaaja 1. Solujen lukumäärä koolonissa 10 000 ?m²:n alueella
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Kuvaaja 2. Solujen lukumäärä jejunumissa 10 000 ?m²:n alueella
5.7 Hiiren alkioiden genotyypit
Ret-geeni on hiiren kromosomissa 6 ja Vegf-c kromosomissa 8, joten risteytyksen
pitäisi noudattaa Mendelististä jakaumaa. Vertasin eri genotyyppien yleisyyttä siihen,
kuinka paljon eri genotyyppejä pitäisi Mendelistisen jakauman mukaan risteytyksissä
olla (Taulukko 3). Taulukossa on ilmoitettu näytteiden eri genotyyppien suhdeluku ja
suluissa jakaumaan perustuva suhdeluku.
Tässä aineistossa sikiöitä, jotka olisivat olleet Ret-/-–Vegf-c-/- ei syntynyt lainkaan,
mutta kahden Ret-heterotsygootin hiiren parituksesta saimme Ret-homotsygootin
alkion. Vegf-c:n suhteen villityypin alkioita oli kutakuinkin yhtä paljon, kuin
Mendelistisen jakauman perusteella voisi olettaa. Vegf-c -homotsygootteja oli hieman
vähemmän, kuin olisi pitänyt olla. Ret-poistogeenin suhteen heterotsygootteja ja
villityypin alkiota oli sitä vastoin suhteessa enemmän.
Alkioiden genotyyppi-taulukkoon on koottu neljän eri poikuetta, joissa oli yhteensä
36 sikiötä. Se on siis valitettavan suppea pitkälle menevien johtopäätösten
tekemiseen, mutta antaa kyllä varsin selkeät suuntaviivat. Hiiren alkioiden
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genotyyppivertailun tekemiseen laajemmalla aineistolla ei tässä tutkimuksessa
paneuduttu tämän enempää.
RET
villityyppi heterotsygootti homotsygootti yhteensä
villityyppi
3,1:16
(1:16) 0:16 (2:16) 0:16 (1:16)
3,1:16
(4:16)
VEGF-
C heterotsygootti
3,1:16
(2:16) 7,6:16 (4:16) 0:16 (2:16)
10,7:16
(8:16)
homotsygootti 0:16 (1:16) 2,2:16 (2:16) 0:16 (1:16)
2,2:16
(4:16)
yhteensä
6,2:16
(4:16) 9,8:16 (8:16) 0:16 (4:16)
Taulukko 3. Alkioiden genotyyppien yleisyys verrattuna Mendelistisen
jakauman mukaiseen genotyyppien yleisyyteen (suluissa)
6 Pohdinta
Tutkimuksessani osoitin, että VEGF-C -mutantti hiirten sikiöiden suolessa on
vähemmän enterisiä hermoja, kuin villityypin verrokeilla. Lisäksi Ret-
heterotsygoottien hiirten sikiöiden suoliston hermojen määrä on vähentynyt ja Ret-
homotsygooteilla yksilöillä ei ollut ollenkaan hermosoluja suolessa, kuten on
aikaisemmin osoitettu (1). Kun lisäksi otetaan huomioon, että tällaisia alkioita oli
aineistossa huomattavasti vähemmän, kuin Mendelisen jakauman mukaan voisi
olettaa, herää kysymys aiheuttaako RET:n puutos näiden alkioiden varhaista
kuolemaa eli johtuuko kuolema jostain muusta kehitystapahtumasta, jossa RET on
tärkeä? Tulosten perusteella voisi kuitenkin päätellä, että Ret-homotsygootteja alkioita
kuolee jo varsin varhaisessa vaiheessa, ennen neljättätoista päivää, vaikka niitä syntyy
elävänäkin. Tarkempien johtopäätösten tekemiseen täytyisi laajentaa
tutkimusaineistoa selvittämällä vielä useamman Vegf-c-Ret -heterotsygootti
vanhempien poikueiden genotyypit. Vegf-c poistogeenisen kannan homotsygootit
sikiöt kuolevat yleensä vasta E15 – 17 in utero. Osa niistä todennäköisesti kuolee jo
ennen tätä ja tähän minunkin aineistostani saadut tulokset viittaavat. Vegf-c-/- -hiiriä
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kun oli vähemmän jo E15-E17 alkioissa, kuin Mendelistisen jakauman mukaan pitäisi
olla (Taulukko 3).
Lisäksi saimme TH-värjäyksellä E14 alkion suolesta kuvan, jossa näkyi hyvin
sympaattisen hermon aksoni (Kuvapaneeli 4). Emme kuitenkaan tehneet kokeita eri
genotyypin omaavilla hiirillä, joten tässä olisi aihetta jatkotutkimuksiin. Onko Ret ja
Vegf-c –linjojen hiirillä yhtä paljon sympaattisen hermoston aksoneita suolessa kuin
villityypin verrokeilla?
 Pan-sytokeratiini –vasta-ainetta en saanut toimimaan. Sytokeratiini on välikokoinen
säie (filamentti) ja se muodostaa epiteelisolujen tukirankaa. Vierekkäisten solujen
sytokeratiinisäikeet ovat desmosomien välityksellä yhteydessä toisiinsa ja
muodostavat täten tukirangan koko kudokseen. E15 alkioilla en saanut mitään
erityistä näkyviin näissä värjäyksissä, vaikka normaalisti tämä vasta-aine toimii
muissa kudoksissa hyvin. Kyseessä lienee tekninen ongelma, mutta tulosten
selvittämisen kannalta tämän värjäyksen onnistuminen ei ollut niin oleellinen, että
olisin yrittänyt selvittää ongelmaa.
 Tuj ja p75 ovat molemmat hermosolujen merkkiaineita, ja näissä totesinkin lähinnä
vasta-aineiden toimivuuden myöhempiä suorittamiani tutkimuksia silmälläpitäen. p75
kiinnittyy klassisen hermokasvutekijän, nerve growth factor (NGF), -reseptoriin ja
täten värjää hermoja. Ihossa p75-vasta-aineella saatiin hyvin näkyviin karvatupet.
(Kuvapaneeli 1). Ret-/- -hiirten ihonäytteissä karvatupet eivät selvästi erottuneet.
Muissa genotyypeissä ei ollut havaittavia eroja karvatuppien määrässä verrattuna
villityypin näytteeseen. Ret-/- -hiirten karvatuppien soluissa on siis vähemmän tämän
tyypin hermokasvutekijä (nerve growth factor, NGF) –reseptoreita tai ne puuttuivat
kokonaan. Vaihtoehtoisesti NGF –reseptoria ilmentäviä soluja on vähemmän  tai ne
puuttuvat. Tosin emme suorittaneet karvatuppien tai niissä olevien solujen tarkempaa
laskentaa eri näytteistä. Jatkotutkimuksena voisi suorittaa tarkan laskennan eri
genotyypin hiirten karvatuppitiheydestä.
27
Tuj-vasta-ainevärjäyksissä totesimme Vegf-c ja Ret-heterotsygoottisista hiiristä
otetuissa suolinäytteissä olevan vähemmän neuroneita kuin villityypin näytteissä, ja
lisäksi löytyi soomattomia, ehkä kuolemassa olevia neuroneita. Nämä tulokset
vahvistavat Vegf-c  ja etenkin Ret-geenin tarpeellisuuden hermosolujen synnyssä ja jo
yhden alleelin puuttuminen vaikuttaa suolen hermotukseen.
PECAM-värjäyksellä totesin näytteideni suolessa olevan endoteelisoluja ja LYVE-
spesifisyys puolestaan osoittaa ehkä lymfaattisen kudoksen olemassaoloa suolessa,
vaikka Peyerin levyjä emme saaneetkaan CD11c-vasta-aineella esiin. Sain tosin
selville henkilökohtaisten tietolähteitten (tohtori Dimitris Kioussis) kautta, että
CD11c-vasta-aine toimii huonosti ja näkyy vasta alkion myöhemmässä
kehitysvaiheessa. Lisäksi LYVE-vasta-aine ei ole täysin spesifinen lymfaattiselle
kudokselle, vaan tarttuu myös syöjäsoluihin (makrofageihin) ja näytteissä näkyvät
solut saattavatkin olla syöjäsoluja. Saamiini negatiivisiin tuloksiin näistä
koevärjäyksistä tulee kuitenkin suhtautua hieman skeptisesti, sillä spesifisten solujen
puutteen syynä voi yhtä hyvin olla viallinen vasta-aine tai tekniset ongelmat
suoritustavassa. Tulokset olisikin syytä toistaa toisella vasta-aineella, joka tarttuu
johonkin muuhun kohtaan kohdemolekyyliä halutussa solussa ja käyttää esimerkiksi
CD11c-vasta-ainevärjäyksissä myöhempiä sikiökehityksen vaiheita.
Iholla Snail ilmentyy hermosolujen esiasteisiin ja PECAM (CD-31) puolestaan
endoteelisolujen pintaan. Villityypin iholla tekemieni Snail ja PECAM- värjäysten
pohjalta voitaisiin päätellä, ettei E16 ihossa olisi endoteelisolujen CD31-proteiinia tai
hermosolujen esiasteita.
Tulosten perusteella Ret- ja Vegf-c -geenit vaikuttavat hermosolujen kehittymisessä
ja/tai vaelluksessa suoleen samaan tapahtumaan. Hermosolujen määrä on nimittäin
koolonissa ja jejunumissa aina vähentynyt kutakuinkin samassa määrin huolimatta
siitä, että puuttuuko vain yksi vai kaksi Vegf-c -alleelia, joskin kahden alleelin
puuttuminen vaikutti hermosolujen määrään vielä voimakkaammin (Ret +/-, Vegf-c+/-
verrattuna Ret+/-, Vegf-c-/- sikiöihin). Tämä tulos viittaa samanlaiseen kasvutekijän
annosvastaavuuteen suoliston hermotuksen määrässä, mikä on havaittavissa
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lymfaattisen kudoksen määrässä Vegf-c hetero- ja homotsygooteissa hiirissä (5).
Yksittäisen Ret-geenin puute yksin tai yhdistettynä edellisiin ei aiheuta lisää
solumäärän vähenemistä, vaikka täydellinen RET-puutos aiheuttaa enteristen
hermosolujen täydellisen puutoksen. Yksittäisen RET-alleelin puutos pikemminkin
lisäsi solumäärää (Kuvaajat 1 ja 2), mutta tämä lienee harhaa. Aiemmin on osoitettu
RET:n vaikuttavan hermosolujen vaellukseen ja VEGF-C:n solujen erilaistumiseen (1,
18).  Tuloksistani ei kuitenkaan ilmennyt, että sekä Vegf-c- että Ret-geenien suhteen
heterotsygoottisten hiirialkioiden jejunumissa tai koolonissa olisi ollut merkittävästi
vähemmän hermosoluja kuin niillä, joilta puuttui vain toinen näistä alleeleista.
Virheitä tutkimuksessa on voinut syntyä, jos olen tehnyt genotyypin selvityksen
väärin. Näitä virheitä voitiin kuitenkin minimoida toistamalla kokeet riittävän monta
kertaa. Lisäksi kokeneemmat tutkijat valvoivat työskentelyäni.
Tutkimusaiheeni nivoutuu yhteen VEGF-C – RET -signaalitiestä jo tehtyjen
tutkimusten kanssa. Tutkimusprojektini tuskin jää viimeiseksi tästä aihealueesta
tehtäväksi tutkimukseksi, mutta hamassa tulevaisuudessa kehitysbiologian ryhmässä
tehty uraa uurtava tutkimustyö voi johtaa uusien lääkkeiden ja hoitomuotojen
kehitykseen – ja helpotukseen vaikeista sairauksista kärsiville potilaille. VEGF-C:ä
voitaisiin antaa ruiskeena lymfedeemasta kärsivälle potilaalle, joilla on mutaatio tässä
geenissä. Vegf-c:n ilmentyminen kun on edellytys imukudoksen normaalille
kehitykselle. Lisäksi, jos ruiskehoito yhdistetään imusolmukesiirtoon, ovat tulokset
ainakin hiirillä olleet vakuuttavia (29). Koska lymfangiogeenisten tekijöiden
soveltuvuutta lymfedemalääkkeeksi ei ole vielä kliinisissä tutkimuksissa testattu,
piilee tässä mahdollisuuksien lisäksi vielä paljon haasteita. Kuinka lääke tulee
annostella? Mikä on antotapa? Miten siitä saataisiin mahdollisimman turvallinen ja
tehokas? Millaisia haittavaikutuksia ilmenee? Lisäksi Vegf-c geeniterapialla
saatettaisiin aktivoida uudelleen leikkauksella aisoihin saatu syöpäsolukko. Jatkossa
VEGF-C:n tutkimus olisi ulotettava sen vaikutuksiin imukudoksen kehittymisessä.
Mitkä ovat sen vaikutukset Peyerin levyjen ja imusolmukkeiden muotoutumiseen?
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Hirschsprungin tautia on aiemmin hoidettu lähinnä leikkauksin, mutta taudin
molekylaarisen perustan selvittäminen luo edellytyksiä muillekin hoitomenetelmille.
Mahdollisia uusia hoitomuotoja ovat lääkehoito ja geeniterapiat. Ne ovat
huomattavasti miellyttävämpiä kuin kirurgiset toimenpiteet. Tämä myös alentaisi
kustannuksia. Geeniterapioihin liittyy kuitenkin monia eettisiä kysymyksiä, jotka
täytyy ratkaista ennen mahdollisten hoitojen aloittamista.
VEGF-C:n toimintaa ehkäisevillä lääkkeillä voidaan estää lymfaattisen kudoksen
kehitystä syöpäkasvaimissa. Perustutkimus tämän kasvutekijän vaikutuksista voi siis
tuoda ratkaisuja varsin moniin eri sairauksiin. Lisäksi VEGF-C – RET -signaalitiessä
tapahtuneiden mutaatioiden seurauksena syntyneisiin syöpiin on helpompi luoda
lääkehoitoja, kun tunnetaan taustalla olevat syyt mikrotasolla. Kun saadaan selvitettyä
missä kaikissa elimistön kehitystapahtumissa tämä signaalitie on tärkeä, voidaan
seulontojen avulla saada selville erilaisten kehityshäiriöiden molekulaarinen tausta ja
havaita syövän kehitys jo varhaisessa vaiheessa aikuisilla, joilla tiedetään olevan
altistava mutaatio näissä geeneissä.
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Kuvapaneeli 1
E16 -mutanttikannan ja -mutanttikannan hiirten ihonäytteiden värjäykset. A. RET ihonäytteen
kaksoisvärjäys p75 (FITC) ja P -sytokeratiini (TRITC) vasta-aineella. B. ihon (dorsaalinen niskan alue)
värjäys p75 vasta- ineella. Hermojen soomat ja aksonit näkyvät selvästi. C. p75 tunnistaa myös karvafoll kelien
mesenkymaalista solukkoa. Näyte villityypin E16 ihosta. D. ihon ja E. ihon hermotus ja follikkelit
värjättynä p75 vasta-aineella. Follikkelien tai hermotuksen määrässä ei ole selvää eroa villityyppiin. F. Slug vasta-
aineell tunnistettu karvafollikkeli E16 iholla. Mittapalkki:A.-E. 315 µm; F. 100 µm.
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Kuvapaneeli 2
Viillityypin hiiren E15 suolen kaksoisvärjäykset
p75 (FITC)/Tuj (TRITC)-vasta-aineilla. A. Duodenum
B. Duodenum suuremmalla suurennoksella .
C. ruokatorven aluetta. Mittapalkki A. 200 µm ja B.-C.
100 µm.
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Kuvapaneeli 3
E14 villityypin hiiren suolen värjäykset endoteelia (PECAM), lymfaattista endoteelia (LYVE) ja
hermotukisolukkoa (Snail/Tuj) tunnistavilla vasta-aineilla. A. Ruokatorvi ja B. Duodenum PECAM-vasta-
aineella värjättynä. Vasta-aine tunnistaa kauniisti verkottuneen endoteelisolukon. C. Duodenum LYVE
(FITC)/Tuj (TRITC) kaksoisvärjäyksessä. D. Suoli snail (FITC) /tuj (TRITC) kaksoisvärjäyksessä E. GFAP
hermotukisolujen värjäys suolessa F. GFAP (TRITC)/LYVE (FITC) kaksoisvärjäys ileumin alueelta.
Lymfaattisen endoteelisolukon merkkiaine LYVE tunnistaa vain muutamia makrofagin tyyppisiä soluja suolen
pinnassa. Mittapalkki 100µm.
A B
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Kuvapaneeli 4
Villityypin E14-suolen endoteeli (PECAM) ja hermosolujen (Tuj/p75/TH) tunnistus. A. Duodenumin alueella Tuj
(FITC) ja PECAM (TRITC) tunnistivat hermostoverkoston (vihreä) ja endoteeliverkoston suoliliepeessä
(punainen). B. Duodenum värjättynä Tuj (TRITC) ja p75 vasta-aineilla (FITC), jotka tunnistavat kumpikin
hermoverkoston. C. Duodenum Tuj/PECAM värjäys suuremmalla suurennoksella. Hermosto- ja endoteeliverkosto
eivät näytä olevan samassa tasossa, vaikka osittaista päällekkäisyyttä verkostoissa onkin. D. TH värjätty hermo
jejunumissa. E.-F. TH-positiivisia hermosoluja suolen pinnassa suuremmalla suurennoksella. Kuvassa E. näkyy
selvästi hermosolun sooma ja siitä lähtevä aksoni. Mittapalkki A. ja E. kuvissa 50 µm; B.,C. ja F. Kuvissa 100 µm,
D. 200 µm.
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Kuvapaneeli 5
E15 -mutanttikannan ja -mutanttikannan hiirten suoliston hermostus Tuj-vasta-aineella värjättynä. A.
hiiren jejunum ja B. koolon. C. jejunum ja D. koolon. E. hiiren jejunum ja F.
koolon. Verkostojen rakenteessa ei näy selviä eroja, mutta hermosolujen soomia on vähemmän verrattuna
villityypin hiireen (kts. Kuvaajat 1. ja 2. ). Mittapalkki 100 µm.
Ret Vegf-c
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Kuvapaneeli 6
E15 villityypin ja -mutanttikannan hiirten suoliston hermostus Tuj-vasta-aineella värjättynä. A. Villityypin
hiiren jejunum. B. Villityypin hiiren koolon. C. hiiren jenunum. Hermostoverkosto on hieman harventunut.
D. hiiren koolon, jossa hermoverkosto on järjestäytymätöntä verrattuna villityypin yksilöön. Sekä E.
jejunumissa että F. koolonissa hermotus puuttuu kokonaan yksilöillä. Mittapalkki 100 µm.
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Kuvapaneeli 7
Vibratomilla tehty villityypin suolen 30 µm poikkileikkaus. A. Tuj-värjätty leike, jossa hermosolujen
muodostama verkosto näkyy selvästi. B. Valomikroskooppikuva poikkileikkeestä. Mittapalkki 100 µm.
A B
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